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研究成果の概要（和文）：本研究ではヒトTGF-βの全長cDNAをマウスの肺のみに発現させたTransgenic mouse
（TGマウス）を用いて肺線維症モデルを作製し、肺の線維化とmicrobiomeの関係を検討した。線維化を有するTG
マウスの肺組織は高塩環境となっており、線維性肺組織を高塩環境で培養するとブドウ球菌属の細菌の増殖が確
認された。この菌の上清で肺胞上皮細胞を培養するとアポトーシスが誘導され、アポトーシス誘導因子はブドウ
球菌から分泌されるペプチドであると判明した。以上の結果より、肺組織で増殖した細菌叢がアポトーシスを誘
導するペプチドを分泌していることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：In the present investigation we developed a genetically engineered mouse 
model that expresses specifically in the lung the full-length of the human TGF-β1 gene. The mouse 
model spontaneously develops chronic pulmonary fibrosis. We evaluated the role of the lung 
microbiome in pulmonary fibrosis using this mouse model. We discovered that the fibrotic lung tissue
 has high concentration of salt and that bacteria of the Staphylococcus genera that grow when the 
fibrotic lung tissue is cultured under hypersaline conditions secrete a pro-apoptotic peptide. This 
peptide induces apoptosis of alveolar epithelial cell lines in vitro and promotes the death of 
alveolar epithelial cells in the transgenic mouse of pulmonary fibrosis. Overall, the results of 
this investigation showed that a bacterium from the lung microbiome secretes a deadly peptide that 
causes apoptosis of lung alveolar cells. This novel peptide may be a good target for the development
 of a novel therapy for pulmonary fibrosis.
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  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
呼吸器疾患に関する細菌叢の検討は報告数も少なく、研究は始まったばかりである。呼吸器疾患の中で特発性肺
線維症は悪性腫瘍と比較しても予後不良な難治性肺疾患である。本研究は肺の線維化の発症および進展を含めた
病態への細菌叢の役割を明らかにするものであり、その機構が明らかになれば臨床応用にも期待がもてる画期的
な研究である。今回の研究で同定されたブドウ球菌から分泌されるペプチドは肺線維症におけるアポトーシスに
関与している可能性があり、新たなバイオマーカーの開発や治療標的となりうると考えられる。

※科研費による研究は、研究者の自覚と責任において実施するものです。そのため、研究の実施や研究成果の公表等に
ついては、国の要請等に基づくものではなく、その研究成果に関する見解や責任は、研究者個人に帰属します。
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１．研究開始当初の背景 
人体には、一過性に体に侵入し病気を引き起こす病原菌とは別に、常在している多くの細菌が存

在し、その細菌叢の変化によって病気が引き起こされたり、病気から体を防御することがわかっ

てきた。腸内細菌叢と炎症性疾患や大腸癌との関連など腸疾患は研究が進んでいるが、呼吸器疾

患と細菌叢に関する検討は報告が少ない。 

特発性肺線維症は悪性腫瘍と比較しても予後不良な難治性肺疾患であり、治療薬として抗線維

化薬が用いられるが、十分な治療効果は得られず、新たな治療法の開発が急務である。肺線維症

では肺におけるブドウ球菌や連鎖球菌が予後に関係するとの報告がある。しかしながら、肺線維

症に関する microbiome の報告は少なく、その病態における関連性は不明である。そこで本研究

では肺の線維化の発症および進展を含めた病態への細菌叢の関与を検討する。 
 
２．研究の目的 
本研究の目的は肺の線維化と microbiome の関係を検討するものである。以前の研究において、

ヒト TGF-βの全長 cDNA をマウスの肺のみに発現させた Transgenic mouse を用いた自然発症

肺線維症マウスモデルの下気道の細菌叢が野生型と異なっていたことから、今回、この TG マウ

スを用いて細菌叢の肺線維症の病態形成への関与について検討を行う。 
 
３．研究の方法 
ヒト TGF-βの全長 cDNA を C57/BL6J マウスの肺のみに発現させた Transgenic mouse（TG

マウス）を用いて肺線維症モデルを作製し、マイクロ CT 撮影や血液、BALF、肺組織を採取す

る。炎症性サイトカインの測定、肺線維症の評価、細菌叢の解析などを行う。細菌叢のメタゲノ

ム解析は NGS を用い 16SrRNA 解析を行い、oligo-typing によって菌種の同定を試みる。次に

同定された細菌叢の存在下で肺胞上皮細胞を培養し、コントロールマウスと比較し検討を行う。

有意な所見があれば、病態の再現性についても検討する。 
 
４．研究成果 

（1） 肺線維症モデル：生後 10 週から肺線維症を発症する。 

（2） 線維化した肺組織中の Na 濃度：肺線維症を有する TG マウスの肺線維組織中の Na 含

有量は、野生型および肺線維症を認めないTGマウスと比較して有意に高かった（図1）。 

（3） 線維化した肺組織で増殖した細菌：TG マウスの肺組織を 8％NaCl を含む培地で培養す

るとブドウ球菌属と同様の菌形態が確認された。この細菌は Staphylococcus spp.と

Staphylococcus nepalensis と非常に高い相同性を認めた（図 2）。 

（4） 菌の培養上清は肺胞上皮細胞のアポトーシスを誘導：A549 肺胞上皮細胞を

Staphylococcus spp.と Staphylococcus nepalensis の上清で培養するとアポトーシスが

誘導された（図 3）。 

（5） アポトーシスは培地の塩分濃度に依存：Staphylococcus spp.と Staphylococcus 

nepalensis を 0%、2%または 8%NaCl を含む培地で培養し、アポトーシスを評価する

と、アポトーシス活性は培地の塩濃度に大きく依存した（図 4）。 

（6） アポトーシス誘導因子は熱安定性の低分子量蛋白質：Staphylococcus spp.と

Staphylococcus nepalensis の培養上清のアポトーシス活性は加熱後も安定していた。

培養上清の蛋白質のうち低分子量蛋白質(<10 kDa)は高分子量蛋白質(>10 kDa)と比較

し有意なアポトーシス活性を有していた（図 5）。 



（7） プロアポトーシスペプチドの同定： Staphylococcus spp.と Staphylococcus nepalensis

の培養上清を高性能液体クロマトグラフィー(HPLC) 、ゲル電気泳動すると、2kDa の

見かけの分子量を有するペプチドであった。ゲノム配列データに基づき、1.94kDa の分

子質量に対応する 19 個のアミノ酸残基(IVMPESSGNPNAVNPAGYR)のペプチドを同

定し、「コリシン」と名付けた。 

（8） TG マウスの肺組織中のコリシン濃度：肺線維症のある TG マウスでは、線維化のない

WT および TG マウスと比較して肺組織中のコリシン濃度が高値であった（図 6）。 

（9） コリシンは TG マウスの肺線維症を悪化させる：TG マウスにコリシンを経気道投与す

ると、炎症細胞、炎症性サイトカイン、ケモカイン、コラーゲンの増加、線維化の悪化、

肺胞上皮細胞のアポトーシスが誘導された（図 7）。 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 1 線維化した肺組織中の Na 濃度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 2 線維化した肺組織で増殖した細菌 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 3 菌の培養上清は肺胞上皮細胞のアポトーシスを誘導 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

図 4 アポトーシスは培地の塩分濃度に依存 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 5 アポトーシス誘導因子は低分子蛋白質 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 6  TG マウスの肺組織中のコリシン濃度 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

図 7 コリシンは TG マウスの肺線維症を悪化させる 
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